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Abstract: We have studied the profile of the metachronal wave of the multiciliary organisms.
We have determined the phases of the ciliar beat and we have estimated the number of cilia
in the surface of turbellaria Macrostomum-tuba. The diﬀerent phases of the ciliary beat
were determined through cilia from surface of the cell. We used diﬀerent techniques of ciliar
ablation, applied “in vitro” as well as “in vivo”.
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Resumo: Estudamos o perfil da onda metacronal de organismos aqua´ticos, multiciliados.
Determinamos as fases do batimento ciliar e estimamos o nu´mero de c´ılios na superf´ıcie
do turbela´rio, Macrostomum-tuba. As diferentes fases do movimento ciliar foram determi-
nadas removendo-se os c´ılios da superf´ıcie da ce´lula por diferentes te´cnicas de ablac¸a˜o ciliar
aplicadas tanto “in vitro” como “in vivo”.
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1 Introduc¸a˜o
A principal func¸a˜o de c´ılios e dos flagelos esta´ relacionada com movimentos,
visando a deslocar fluido a` sua volta, como no caso dos ductos internos dos metazoa´rios,
ou a deslocar a ce´lula ciliada ou flagelada livremente no meio, como no caso de proto-
zoa´rios, espermatozo´ides, pequenos animais aqua´ticos, bacte´rias, etc.
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Por meio da te´cnica de cortes ultrafinos, demonstrou-se a existeˆncia de uma es-
trutura ciliar altamente complexa e organizada, formada por filamentos prote´icos
microtubulares organizados em arranjo 9+2 [1,2], denominado axonema. O movi-
mento de um c´ılio e´ baseado no deslocamento relativo dos microtu´bulos, de modo
ana´logo ao movimento do mu´sculo estriado, teoria do “sliding filament” [3].
Apesar de todo o avanc¸o tecnolo´gico pelos quais passaram os microsco´pios eletroˆ-
nicos desde a sua invenc¸a˜o, muitas questo˜es sobre o movimento ciliar continuam obs-
curas, principalmente no que diz respeito ao movimento coordenado de um conjunto
de c´ılios gerando a onda metacronal [4,5].
Nossa contribuic¸a˜o ao conhecimento do movimento ciliar foi estudar as fases do
batimento ciliar em microturbela´rio de a´gua doce, Macrostomum-tuba. Para tanto,
submetemos esses organismos a diferentes te´cnicas de ablac¸a˜o ciliar (fratura em
etanol, ac¸a˜o de aneste´sico, ultra-som e diferenc¸a de potencial).
2 Onda metacroˆnica
Denomina-se onda metacroˆnica as ondas na superf´ıcie do organismo geradas
pelo movimento coordenado dos c´ılios de maneira a propelir o animal atrave´s do
meio.
O movimento ciliar compreende duas fases de batimento: a efetiva e a de re-
cuperac¸a˜o. A fase de batimento efetivo e´ aquela na qual o c´ılio cai r´ıgido sobre a
superf´ıcie da ce´lula, enquanto a fase de recuperac¸a˜o e´ aquela na qual o c´ılio sofre
uma flexa˜o, a partir de sua base, voltando a` posic¸a˜o inicial, o repouso ciliar. Essas
fases ocorrem praticamente no mesmo plano, com uma ligeira rotac¸a˜o lateral no
in´ıcio da recuperac¸a˜o a` posic¸a˜o inicial, na˜o oferecendo resisteˆncia ao movimento do
organismo.
Ha´ dois tipos de metacronismo, dependendo da orientac¸a˜o relativa entre o sentido
do batimento efetivo e o de propagac¸a˜o da onda metacroˆnica: o ortople´tico e o
diaple´tico [6].
No metacronismo ortople´tico, a propagac¸a˜o da onda metacroˆnica se da´ no mesmo
sentido do batimento efetivo. Se ela se der em sentido oposto ao batimento efetivo,
o metacronismo sera´ chamado de antiple´tico. Caso ocorra no mesmo sentido do
batimento efetivo, o metacronismo sera´ dito simple´tico.
No metacronismo diaple´tico, a propagac¸a˜o da onda metacroˆnica ocorre numa
direc¸a˜o ortogonal em relac¸a˜o ao batimento efetivo. Considere um observador olhando
na direc¸a˜o do deslocamento da onda, essa sera´ chamada de dexiople´tica quando o
batimento efetivo ocorrer para a direita, e leople´tica quando o batimento ocorrer para
a esquerda. Assim, c´ılios que se movimentam no sentido anti-hora´rio apresentam
metacronismo dexiople´tico; o metacronismo sera´ leople´tico quando se movimentarem
no sentido hora´rio [7].
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3 Material e me´todos
Nosso estudo foi realizado com o turbela´rio de a´gua doce, Macrostomum-tuba.
Esse microorganismo foi escolhido por possuir uma alta densidade ciliar, propiciando
uma ana´lise detalhada da onda metacroˆnica em suas fases de batimento efetivo e
de recuperac¸a˜o. Para tanto, fizemos uso da microscopia eletroˆnica de varredura por
possibilitar uma ana´lise tridimensional do organismo.
A microscopia eletroˆnica, por se tratar de uma te´cnica destrutiva, requer alguns
procedimentos de preparac¸a˜o da amostra antes de sua observac¸a˜o no microsco´pio.
Assim, os organismos foram fixados de modo a preservar, em treˆs dimenso˜es, a
cobertura ciliar. Entretanto, esses organismos se mostraram sens´ıveis a` qu´ımica
de fixac¸a˜o, necessa´ria a`s condic¸o˜es de alto va´cuo do microsco´pio eletroˆnico. Apo´s
uma se´rie de tentativas, mal sucedidas, com va´rios fixadores indicados na literatura
para preservac¸a˜o da onda metracroˆnica, utilizamos o fixador de Tamm & Tamm [8],
que foi o que causou menos dano ao organismo. Resolvemos, ainda, modificar as
concentrac¸o˜es desse fixador. Assim, o fixador de Tamm & Tamm “modificado” se
mostrou bastante adequado a` bioqu´ımica dos Macrostomum-tuba. Provavelmente,
as alterac¸o˜es de concentrac¸a˜o que fizemos tornaram a qu´ımica de fixac¸a˜o mais ins-
tantaˆnea, na˜o dando tempo ao Macrostomum-tuba de acionar seu mecanismo de
defesa (secrec¸a˜o). Dessa forma, foi poss´ıvel preservar os c´ılios na superf´ıcie desse
organismo em suas va´rias posic¸o˜es durante o ciclo de batimento ciliar (efetivo, recu-
perac¸a˜o e repouso). Iremos nos referir a esse fixador ao longo deste trabalho como
T&T-modificado.
Para melhorar a qualidade da imagem atrave´s do microsco´pio eletroˆnico de
varredura, o material fixado foi imediatamente submetido a uma impregnac¸a˜o meta´li-
ca com tetro´xido de o´smio, me´todo OTO (O´smio-Tio-semicarbazida-O´smio) [9].
Devido a` alta densidade ciliar na superf´ıcie dosMacrostomum-tuba, esses organis-
mos foram, enta˜o, submetidos a diferentes processos de deciliatura, tanto in vitro
como in vivo:
in vivo, utilizamos o me´todo cla´ssico de Thompson [10] e o da passagem de
corrente ele´trica atrave´s do organismo [11];
in vitro, apo´s a fixac¸a˜o com T&T-modificado, os organismos foram submetidos
a ondas de ultra-som com frequ¨eˆncia varia´vel e a` fratura em etanol [12].
Nossas observac¸o˜es foram realizadas nomicrosco´pio eletroˆnico de varredura JEOL
JSM-840A, sob uma tensa˜o aceleradora de 5 a 25kV, do Laborato´rio de Microscopia
Eletroˆnica do Instituto de F´ısica da Universidade de Sa˜o Paulo.
3.1 Te´cnicas de ablac¸a˜o ciliar
3.1.1 Ablac¸a˜o in vivo
3.1.1.a Hidrocloreto de dibuca´ına
Os Macrostomum-tuba eram coletados diretamente de plantas aqua´ticas,
elo´dias, em geral, transferidos para placa de Petri e submetidos a seguidas lavagens
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por centrifugac¸a˜o manual, em a´gua filtrada do pro´prio meio, para a remoc¸a˜o de
detritos sob a sua superf´ıcie. Apo´s a quarta lavagem, os organismos eram submeti-
dos ao tratamento com hidrocloreto de dibuca´ına, um aneste´sico, (Sigma, dilu´ıdo
a 10−3 em a´gua filtrada do meio) por ate´ dois minutos. Durante esse intervalo de
tempo, os organismos ficavam imo´veis, indicando que o hidrocloreto de dibuca´ına
havia paralisado os c´ılios locomotores.
Todo esse processo foi monitorado por microscopia de luz. Apo´s o movimento ter
cessado, os organismos foram fixados de acordo com o me´todo de T&T-modificado,
para observac¸a˜o no microsco´pio eletroˆnico de varredura.
3.1.1.b Corrente ele´trica
Os organismos foram lavados treˆs vezes em a´gua filtrada do meio, por cen-
trifugac¸a˜o manual, sendo enta˜o transferidos para uma placa de Petri contendo a´gua
do meio bi-filtrada. Em seguida, os Macrostomum-tuba foram submetidos a uma
diferenc¸a de potencial varia´vel de 4,7V a 18,3V. Essa diferenc¸a de potencial cor-
responde a uma passagem de corrente ele´trica atrave´s do sistema a´gua/animal da
ordem de 1,6 mA a 7,4 mA, respectivamente, a qual foi aplicada durante um se-
gundo. Para tanto, utilizamos um circuito dotado de um mult´ımetro, ICEL MD
4500, e um potencioˆmetro Variac.
Esse procedimento foi monitorado por microscopia de luz, de maneira a obser-
varmos o efeito da passagem de corrente ele´trica atrave´s do animal. Durante a
passagem da corrente ele´trica, os animais na˜o apresentaram mobilidade, indicando
a paralisia dos c´ılios responsa´veis pelo deslocamento atrave´s do meio, submetendo-os
nesse instante, a` fixac¸a˜o com o fixador de T&T-modificado.
3.1.2 Ablac¸a˜o in vitro
Apo´s fixados e desidratados em etanol, os organismos foram submetidos a dois
processos: ac¸a˜o de ondas de ultra-som e crio-fratura em etanol.
O primeiro processo consistiu em colocar os organismos em cubas hermetica-
mente fechadas sob a ac¸a˜o das ondas de ultra-som, por ate´ 10 segundos. Para tanto,
fizemos uso de um aparelho de ultra-som modelo T-S 86 da Sonicor Instrument
Corporation, utilizado geralmente para diluic¸o˜es qu´ımicas. No segundo processo,
crio-fratura em etanol, o material foi encapsulado com parafilme e mergulhado em
nitrogeˆnio l´ıquido. Apo´s alguns minutos, o material foi removido e fraturado com
aux´ılio de uma navalha de ac¸o; assim, como o plano de fratura na˜o era controlado,
esta seguiu o caminho de menor resisteˆncia.
Em seguida, os organismos foram desidratados pelo me´todo do ponto cr´ıtico,
usando CO2, metalizados com ouro e carbono, e observados no microsco´pio eletroˆnico
de varredura.
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4 Resultados e discussa˜o
Apesar de todo o conhecimento acumulado sobre as caracter´ısticas dos c´ılios
individualmente, bem como sobre as propriedades das ondas metacroˆnicas, ainda
na˜o se conhece como essas ondas sa˜o coordenadas para realizac¸a˜o de um esforc¸o
conjunto. Algumas teorias relativas a` coordenac¸a˜o de uma u´nica ce´lula teˆm sido
defendidas, como no caso dos protozoa´rios [13] e de organismos multiciliados [4,5,6],
turbela´rios. No entanto, na˜o teˆm sido objeto de estudo sob esse aspecto.
Utilizandome´todos especiais de fixac¸a˜o, conseguimos preparac¸o˜es com boa preser-
vac¸a˜o morfolo´gica das ondas metacroˆnicas em treˆs dimenso˜es e analisamos o perfil
dessas ondas por microscopia eletroˆnica de varredura.
Essa abordagem foi utilizada por outros autores, principalmente com organismos
unicelulares, fazendo uso de microscopia eletroˆnica de varredura e de cinematografia,
para determinar os paraˆmetros das ondas metacroˆnicas [14,15]. A grande maioria
dos estudos sobre movimento ciliar faz uso de metodologias bem mais elaboradas,
com equipamentos dispon´ıveis apenas em laborato´rios especializados para este tipo
de pesquisa [4,16,17,18] e na˜o sa˜o conduzidos in vivo, conforme realizamos.
Por essa raza˜o, escolhemos como material de estudo o turbela´rio Macrostomum-
tuba, pois neles o movimento ciliar predomina sobre o movimento muscular, ale´m
de a literatura registrar apenas informac¸o˜es sobre a densa cobertura ciliar desse
organismo [19].
Estudamos por microscopia eletroˆnica de varredura as caracter´ısticas dos c´ılios
locomotores, situados na parte ventral, do turbela´rio Macrostomum-tuba. Esses
c´ılios revestem toda a superf´ıcie desse organismo, executando um movimento coor-
denado e gerando sobre a superf´ıcie do animal uma se´rie de ondas, denominadas de
metacroˆnicas.
Por microscopia de luz, observamos a propagac¸a˜o das ondas metacroˆnicas na
superf´ıcie do organismo impelindo a´gua em diferentes direc¸o˜es de forma a provocar
o deslocamento do animal no meio. Observamos que os c´ılios situados na superf´ıcie
ventral sa˜o os responsa´veis por dirigir um filme de a´gua no sentido anterior-posterior,
deslocando o organismo para frente. Esse resultado foi comprovado experimental-
mente ao observarmos o deslocamento de part´ıculas opacas ao feixe de luz. Nesse
trabalho, utilizamos negro de fumo disperso no meio onde os Macrostomum-tuba se
movimentaram.
A frequ¨eˆncia do batimento ciliar desse organismo e´ da ordem de 16 Hz e o
comprimento de onda da onda metacroˆnica e´ da ordem de 5 mm [11].
A alta densidade ciliar na superf´ıcie ventral desse organismo dificultou a visua-
lizac¸a˜o do perfil ciliar durante as fases do batimento efetivo e de recuperac¸a˜o a`
posic¸a˜o inicial. Por essa raza˜o, passamos a desenvolver te´cnicas de ablac¸a˜o ciliar.
O me´todo de crio-fratura em etanol [12] possibilitou avaliar as fases do batimento
ciliar, conforme mostramos nas figuras 1 e 2.
Nessa micrografia, identificamos uma sucessa˜o de c´ılios na posic¸a˜o de batimento
efetivo em metacronismo. A onda metacroˆnica se desloca da esquerda para a direita.
Observamos tambe´m que os c´ılios se dobram quase retil´ıneos, rigidamente, da posic¸a˜o
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de repouso para uma posic¸a˜o de ma´xima inclinac¸a˜o a aproximadamente 30o em
relac¸a˜o a` superf´ıcie celular.
Figura 1. C´ılios vistos em preparac¸a˜o de crio-fratura, imobilizados nas va´rias fases do
batimento efetivo e fraturados em diferentes alturas. A onda metacroˆnica se propaga da
esquerda para a direita. A sequ¨eˆncia nume´rica de um a quatro corresponde a esta´gios
sucessivos do batimento efetivo. E´ poss´ıvel observar tambe´m microvilosidades (na˜o indicadas
na figura) na superf´ıcie da ce´lula (X 13000).
Figura 2. Perfil dos c´ılios na regia˜o perife´rica do organismo. Identificamos no esquema
c´ılios em repouso [0], batimento efetivo [1] seguidos das va´rias fases de recuperc¸a˜o [2, 3, 4]
(X 1200).
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A ablac¸a˜o ciliar com o hidrocloreto de dibuca´ına na˜o produziu os efeitos que
espera´vamos, tal como acontece com protozoa´rios em geral [20]. O uso do hidro-
cloreto de dibuca´ına estimula o mecanismo de defesa dos Macrostomum-tuba por
meio da liberac¸a˜o excessiva de secrec¸a˜o sobre a superf´ıcie do organismo a tal ponto
de recobrir completamente os c´ılios. Por essa raza˜o, fomos obrigados a alterar a con-
centrac¸a˜o desse aneste´sico de forma a se produzir algum efeito. Mesmo em baixas
concentrac¸o˜es, na˜o obtivemos o efeito desejado para visualizar com clareza o perfil
ciliar.
Figura 3A. Organismo submetido a` passagem de corrente ele´trica de 1,6 mA/s. Observamos
uma remoc¸a˜o parcial dos c´ılios (X 7000).
Figura 3B. Organismo submetido a` passagem de corrente ele´trica de 5,3 mA/s. Observamos
c´ılios fixos a` superf´ıcie do animal nas va´rias fases do batimento ciliar bem como parte
da parede epitelial, fibras musculares e parte da superf´ıcie da ce´lula sem c´ılios (X 4000 e
X 8000, respectivamente.)
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A passagem de corrente ele´trica de poucos miliamperes atrave´s do organismo
vivo provocou efeitos de extensa˜o varia´vel. Correntes ele´tricas de ate´ 1,6 mA/s
revelaram-se pouco eficientes. Acima desse valor, o efeito sobre o organismo foi
equivalente ao causado pelo hidrocloreto de dibuca´ına. Apresentamos, na figura 3A,
os organismos que foram submetidos a uma corrente ele´trica de 1,6 mA/s, sendo
poss´ıvel observar uma reduc¸a˜o na densidade ciliar. Na figura 3B, mostramos o
efeito causado ao organismo pela passagem de uma corrente ele´trica da ordem de
5,3 mA/s. Observamos parte do perfil ciliar nas fases de batimento, bem como a
parede epitelial (E), fibras musculares (F) e a pro´pria superf´ıcie poligonal da ce´lula
ciliada.
Figura 4. Cı´lios de um animal submetido ao ultra-som durante 1 segundo em etanol 100%.
Parte da superf´ıcie ficou sem c´ılios, deixando a` vista o limite poligonal da ce´lula (X 2000).
As melhores observac¸o˜es do perfil celular foram obtidas com o ultra-som. Este
removeu uma quantidade suficiente de c´ılios da superf´ıcie do organismo, tornando
poss´ıvel uma ana´lise mais detalhada do perfil ciliar. Na figura 4, observa-se uma
regia˜o completamente deciliada, confinada em uma a´rea ainda provida de c´ılios. Os
resultados mais significativos dizem respeito a` aplicac¸a˜o do ultra-som a uma amostra
congelada em nitrogeˆnio l´ıquido. A remoc¸a˜o foi diferenciada devido aos planos de
clivagem. Assim, os c´ılios foram fraturados em diferentes alturas (figura 5). Quando
o material foi submetido ao ultra-som durante 10 segundos, os c´ılios foram removidos
da superf´ıcie deixando a` mostra o perfil poligonal das ce´lulas epiteliais. Ampliando
essa regia˜o, observam-se detalhes do corpu´sculo basal de cada c´ılio bem como suas
microvilosidades (figura 6). Assim, estimamos a densidade ciliar em aproximada-
mente 200 c´ılios/ce´lula poligonal, bem como o nu´mero de c´ılios na superf´ıcie de um
Macrostomum-tuba adulto em aproximadamente 2, 1 × 109 c´ılios, todos realizando
um trabalho coordenado, de forma a gerar a onda metacroˆnica.
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Figura 5. Material submetido a ultra-som em nitrogeˆnio l´ıquido por 10 segundos, apresen-
tando c´ılios fraturados em diferentes alturas. Os c´ılios, que estavam no instante da fixac¸a˜o
na posic¸a˜o de repouso, apresentaram uma resisteˆncia maior a` fratura, quando comparados
a`queles que estavam nas fases de batimento efetivo e de recuperac¸a˜o (X 9600).
Figura 6. Material submetido ao ultra-som por 36 segundos. Restaram apenas os corpu´sculos
basais na superf´ıcie da ce´lula (aproximadamente 200/ce´lula) (X 20000).
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5 Concluso˜es
O cuidado de remover o muco em nossas preparac¸o˜es permitiu-nos analisar, ao
microsco´pio eletroˆnico de varredura, com bastante clareza, a forma assumida por
um u´nico c´ılio durante as va´rias fases do batimento ciliar (a fase efetiva e a fase de
recuperac¸a˜o da posic¸a˜o inicial).
A frequ¨eˆncia do batimento ciliar, 16 Hz, representou um importante paraˆmetro
para o ca´lculo da velocidade de propagac¸a˜o da onda metacroˆnica: a frequ¨eˆncia para
c´ılios de Paramecium e´ da ordem de 30 Hz [21], 10 Hz em ce´lulas epiteliais do palato
de ra˜ [7] e 8 Hz para os c´ılios da traque´ia de coelho [14].
Devido a` alta densidade ciliar na superf´ıcie dos Macrostomum-tuba, desenvolve-
mos uma se´rie de experimentos originais fazendo uso de me´todos f´ısicos, tais como:
choque ele´trico, ultra-sons, ale´m do uso da crio-fratura em etanol. Todos esses ex-
perimentos tiveram por me´rito a limpeza da superf´ıcie ciliada, livre de secrec¸a˜o, em
extensa˜o varia´vel, como se pode observar nas micrografias eletroˆnicas de varredura
apresentadas. Tais te´cnicas se mostraram eficientes para se determinar as fases do
batimento efetivo e de recuperac¸a˜o da onda metacroˆnica, possibilitando uma esti-
mativa da densidade ciliar na superf´ıcie desse organismo.
Verificamos, tambe´m, a existeˆncia de uma regia˜o preferencial de fratura entre o
axonema e o corpu´sculo basal e que a extensa˜o da ablac¸a˜o ciliar pode ser gradati-
vamente controlada.
A necessidade de fazer uso da ablac¸a˜o ciliar para estudar o perfil da onda
metacroˆnica na superf´ıcie desse organismo mostrou a importaˆncia das te´cnicas uti-
lizadas e desenvolvidas neste trabalho, pois, foi devido a` ac¸a˜o mais extensiva de
remoc¸a˜o ciliar que pudemos estimar o nu´mero de c´ılios na superf´ıcie dosMacrostomum-
tuba, 2× 109 e, principalmente compara´-los a` superf´ıcie de um Paramecium: 5×103
c´ılios e, ce´lulas epiteliais do palato de ra˜: cerca de 150 c´ılios/ce´lula.
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